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VI. RESUMEN 
 
La vacuna de rotavirus fue desarrollada empleando los genotipos G y P de mayor 
incidencia circulantes en la población infantil. Estudios moleculares muestran que la 
proteína VP4 de rotavirus es el antígeno con mayor variabilidad genética y antigénica del 
virus. No obstante, se ha determinado que cambios antigénicos en la proteína VP4 pueden 
inducir a la emergencia de mutantes que escapan a la neutralización del virus por el 
sistema inmune. Por lo tanto, este estudio investigó la reactividad homotípica y 
heterotípica de anticuerpos policlonales anti-Rotavirus Wa, anti-VP8*-P[8] y anti-VP5*-
P[8] con muestras de rotavirus circulantes en la población infantil durante el 2004-2011 
en la ciudad de Chihuahua, México. Todas las cepas, excepto cinco fueron detectados por 
los anticuerpos anti-Rotavirus Wa. De igual forma estas muestras y diez más mostraron 
reactividad negativa por anticuerpos anti-VP8*-P[8]. El análisis de mutaciones en los 
principales epitopes de VP4 reveló una diferencia entre cepas de reactividad positiva y 
negativa por anticuerpos anti-Rotavirus Wa, sin embargo algunas cepas negativas y 
positivas por anticuerpos anti-VP8*-P[8] eran idénticas en la secuencia de la subunidad 
VP8*. No obstante, el análisis de secuencia de la subunidad VP5* de estas muestras 
mostró tres cambios de aminoácidos en el extremo carboxilo terminal. Resultados en este 
estudio muestran la importancia de evaluar las variantes genéticas en la proteína VP4 de 
rotavirus de campo que podrían ser detectadas y neutralizadas por anticuerpos inducidos 
por rotavirus con genotipo P[8]. 
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VII. Abstract 
 
The rotavirus vaccine was developed using the most prevalent G and P genotypes 
circulating in the child population. Molecular studies showed that the rotavirus VP4 
protein is the antigen with the greatest genetic and antigenic variability of the virus. 
However, it has been determined that antigenic changes in the VP4 protein may induce 
the emergence of mutants escaping virus neutralization by the immune system. Therefore, 
this study investigated the homotypic and heterotypic reactivity of anti-Rotavirus Wa, 
anti-VP8*-P[8] and anti-VP5*-P[8] antibodies with Rotavirus circulating in the infantile 
population during the 2004-2011 in the city of Chihuahua, Mexico. All but five strains 
were detected by anti-Rotavirus Wa antibodies. Likewise, these samples and ten more 
showed negative reactivity by anti-VP8*-P[8] antibodies. Analysis of mutations in the 
major epitopes of VP4 revealed a difference between strains of positive and negative 
reactivity for anti-Rotavirus Wa, however some strains negative and positive for anti-
VP8*-P[8] antibodies were identical in VP8* subunit sequence. However, sequence 
analysis of the VP5* subunit of these samples showed three amino acid changes at the 
carboxy terminal. Results in this study show the importance of evaluating the genetic 
variants in the rotavirus VP4 field protein that could be detected and neutralized by 
antibody induced rotavirus with P genotype [8]. 
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1. INTRODUCCIÓN 
Rotavirus es el principal agente causal de diarreas agudas en infantes menores de cinco 
años. La tasa anual de mortalidad por este patógeno se estima entre 197,000 hasta 233,000 
muertes alrededor del mundo en niños menores de 5 años (Tate et al., 2016). Este virus 
presenta una gran variabilidad en sus once segmentos génicos. La variabilidad genética 
del virus es generada principalmente por dos factores; la acumulación de mutaciones 
durante el proceso replicativo, ya que la RNA polimerasa viral no tiene actividad de 
proofreading, por otra parte, el genoma segmentado de rotavirus durante la co-infección 
de cepas diferentes a una misma célula pueden generar nuevos rearreglos génicos (Afrad 
et al., 2013; Matthijnssens and Van Rast, 2012; Steyer et al., 2014). Estos cambios pueden 
generar que las proteínas de superficie (VP4 y VP7), que se expresan en las diferentes 
cepas circulantes tengan variaciones en su secuencia de aminoácidos. Estas pueden afectar 
las regiones inmunodominantes de la proteína y generar nuevas variedades con potencial 
de escapar a la neutralización (Kulkarni et al., 2014, Zeller et al., 2011).  Las proteínas 
VP4 y VP7 inducen la producción de anticuerpos neutralizantes por lo proporcionan 
protección contra este patógeno (Dormitzer et al., 2002; Dormitzer et al., 2004; Contreras 
et al., 2011). 
Basado en las diferencias genéticas de estas proteínas, Rotavirus se clasifica en 
genotipos G (basándose en que la proteína VP7 es glicosilada) y genotipos P (basado en 
que la proteína VP4 es sensible a proteasas). Hasta la fecha se han descrito 27 genotipos 
G y 38 genotipos P (Santos and Hoshino 2005; Matthijnssens et al., 2011; Fujii et al., 
2016). Así mismo los genotipos P se pueden subdividir en linajes, los cuales son 
determinados por secuencias específicas del segmento 4; actualmente se conocen 4 linajes 
para el genotipo P[8] y 5 linajes para el genotipo P[4]. Siendo P[8]-3 el linaje 
predominante en cepas circulantes (da Silva et al., 2013; Espinola et al., 2008; Zeller et 
al., 2011). 
La proteína VP4 es una proteína no glicosilada de 88 kDa formada por 775 
aminoácidos codificada por el segmento 4 de rotavirus. Esta proteína forma parte de la 
cápside externa del virus en forma de espículas (Blanchard et al., 2007). VP4 es 
considerada la principal proteína del virus, ya que se le han atribuido varias funciones 
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como la adhesión a la célula hospedero, penetración, hemaglutinación, virulencia y es la 
más importante en la generación de anticuerpos neutralizantes contra el virus. Durante el 
proceso infectivo, esta proteína sufre un corte proteolítico por la tripsina pancreática 
generando los péptidos VP8* (aminoácido 1-241 aproximadamente) y VP5* (aminoácido 
247 a 776), que representan las terminales amino y carboxilo de la proteína (Crawford et 
al., 2001). Diversos estudios revelan que las regiones antigénicas de VP5* y VP8*, 
presentan epítopes que pueden neutralizar cepas con características similares (Contreras 
et al., 2011). Estos análisis muestran a VP8* como la región más inmunogénica de la 
proteína VP4 (Padilla-Noriega et al., 1992). Estudios adicionales muestran que ambas 
subunidades presentan epítopes conformacionales identificando cuatro para VP8* y cinco 
en VP5* (Monnier et al., 2006).  VP5* representa la región más conservada de la proteína, 
estudios previos revelan en VP5* la presencia de los principales epitopes de reactividad 
cruzada de la proteína VP4, por lo tanto, esta subunidad podría emplearse para la 
inducción de anticuerpos neutralizantes que podría identificar un mayor número de cepas 
de campo con el potencial para escapar a la neutralización por anticuerpos generados por 
el sistema inmune del huésped (Dormitzer et al., 2004). En base a esta información este 
estudio va dirigido a determinar la relación genética y antigénica de la proteína VP4 de 
rotavirus humano en cepas mutantes en la subunidad VP5* circulantes que escapan a la 
neutralización y el impacto que pueden tener estos cambios en la protección generada por 
la vacuna anti-rotavirus. 
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2. ANTECEDENTES 
2.1 Generalidades  
Rotavirus es el principal agente causal de gastroenteritis aguada en infantes 
menores de 5 años alrededor del mundo. Actualmente se estima una tasa de mortalidad de 
197,000 hasta 233,000 muertes por año alrededor del mundo (Matthijnssens et al., 2011, 
Tate et al., 2016).  Este virus puede provocar infecciones asintomáticas, hasta una diarrea 
grave acompañada de una deshidratación severa que puede conducir a la muerte 
(Richardson et al., 2010). En América Latina este patógeno causa aproximadamente cerca 
de 75,000 hospitalizaciones y cerca de 15,000 muertes por año (Yen et al., 2011).  La 
incidencia de esta infección es similar en países desarrollados como en vías de desarrollo 
(Yen et al., 2011). Sin embargo, en países con una tasa de letalidad mayor se ha 
relacionado a otros factores como la desnutrición y deficiencias en los servicios de salud 
(Espinola et al., 2008). En países en desarrollo, se ha visto una tasa de infección mayor en 
infantes entre los 3 y 11 meses de edad, mientras que en países desarrollados se estima 
una mayor incidencia en el segundo año de vida (Yen et al., 2011). En México actualmente 
predomina esta infección en comparación con la bacteriana y parasitaria, a pesar de que 
se ha observado un descenso considerable en la mortalidad infantil por gastroenteritis, esto 
debido a la implementación de vacunas contra rotavirus. (Quintanar et al., 2011, Esparza-
Aguilar et al., 2009).  
2.2 Estructura de Rotavirus 
Rotavirus es un virus de RNA de doble cadena el cual posee su genoma organizado 
en segmentos. Este virus pertenece a la familia Reoviridae (Matthijnssens et al., 2011). El 
genoma viral está compuesto por 11 genes. Entre estos el gen 11 posee la característica de 
ser policistronico ya que codifica para dos proteínas virales (Esparza-Aguilar et al., 2009). 
El virión maduro posee tres capas concéntricas de proteínas (Yen et al., 2011). La capa 
interna del virión se encuentra formada por 60 dímeros de la proteína VP2, los cuales 
rodean al genoma del virus y por pequeñas cantidades de la RNA polimerasa VP1, así 
como en menor cantidad por la guanilil-transferasa VP3 (Matthijnssens et al., 2011). La 
capa intermedia se encuentra formada por la proteína VP6 siendo esta la proteína más 
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abundante del virión y la responsable de la forma icosaédrica del virus (Steele et al., 2010). 
La capa externa del virus se encuentra formada por la proteína, VP4 y VP7. En esta capa 
de proteínas se encuentra una superficie lisa compuesta por alrededor de 780 copias de la 
glicoproteína VP7, organizada en forma de trímeros (Steele et al., 2010). En esta capa se 
encuentra también la proteína VP4 la cual se encuentra proyectada hacia el exterior de la 
superficie viral en forma de espículas, en aproximadamente 60 trímeros por partícula 
(Matthijnssens et al., 2011). 
2.3 Diversidad genética de rotavirus 
La variabilidad de rotavirus es constante debido a la interacción entre la gran 
diversidad de las cepas silvestres alrededor del mundo (Usonis et al., 2012). Sin embargo, 
las cepas que causan las enfermedades diarreicas severas se encuentran cambiando 
constantemente año con año y en los diferentes países donde se encuentran. Esta 
diversidad de rotavirus es generada por diferentes mecanismos (Kirwood, 2010). Estos 
mecanismos incluyen: acumulación de mutaciones puntuales (drift antigénico) que 
pueden generar cambios antigénicos, rearreglos genéticos que conducen a la generación 
de nuevas cepas con características genéticas y antigénicas diferentes a las parentales, 
transmisión de cepas entre diferentes especies, y genes rearreglantes (deleciones, 
duplicaciones, inserciones) que pueden generar cambios en las regiones codificantes y no 
codificantes, afectando a los diferentes genes del virus (Trojnar et al., 2013; Steyer et al., 
2013). 
2.4 Antígenos y marcadores epidemiológicos 
2.4.1 Grupos y subgrupos 
Rotavirus se organiza en 8 grupos basándose en los epítopes de la proteína de la 
Cápside interna VP6 (Steele et al., 2010). De estos se han identificado hasta la fecha en 
infecciones a humanos a los grupos A, B y C (Tellez-Castillo et al., 2010). El grupo A es 
el que predomina sobre los demás, siendo este el que presenta una mayor variabilidad 
(Matthijnssens et al., 2011). Los subgrupos se encuentran definidos por epítopes 
localizados también en la proteína VP6 (Tellez-Castillo et al., 2010). La presencia o 
ausencia de estos epítopes son responsables de la clasificación de subgrupo. A la fecha, 
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se conocen cuatro subgrupos (SG) de rotavirus grupo A. Estos subgrupos se denominan 
SGI (presencia del epitope) SGII (presencia del epitope) SGI y II Presencia de los dos 
epítopes, SG no I y II (ausencia de los dos epítopes) (Yen et al., 2011). 
2.4.2 Serotipos o serogrupos 
2.4.2.1 Tipos G 
La proteína VP7 es uno de los principales antígenos de superficie representando 
cerca del 30% de proteínas en el virión maduro (Kirwood, 2010). Esta proteína es la 
segunda más abundante. VP7 forma la superficie lisa del virión junto con 60 espículas 
aproximadamente de la proteína VP4 (Tellez-Castillo et al., 2010).  VP7 es una proteína 
glicosilada que contiene cadenas de carbohidratos ricos en manosa por N- Glicosilación, 
la cual es recortada por la pérdida de dos residuos de manosa en los viriones maduros. 
Esta proteína es codificada por el gen 9 de rotavirus humano (Kirwood, 2010). El rol de 
esta proteína en la replicación no está muy claro, sin embargo, se cree que puede tener 
cierta función sobre la actividad de reconocimiento al receptor. Es considerada como el 
principal antígeno de superficie (Steele et al., 2010). La variabilidad antigénica de esta 
proteína la ha llevado a ser clasificada en 15 serotipos denominados G (por glicosilación) 
(Yen et al., 2011). 
2.4.2.2. Tipos P 
La proteína VP4 es la proteína que se encarga del reconocimiento del receptor 
(Monnier et al., 2006). Esta proteína se encuentra en forma de espículas proyectadas hacia 
el exterior. Durante el proceso de infección esta proteína sufre un corte proteolítico que la 
subdivide en la subunidad VP8* y VP5*(Tellez-Castillo et al., 2010). VP4 es codificada 
por el segmento 4 del genoma viral (Crawford et al., 2001). Hasta la fecha se han 
determinado 14 serotipos P denominados así por su susceptibilidad al corte por la tripsina 
durante la infección (Espinola and Parra, 2008, Yen et al., 2011. 
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2.4.3 Genotipos 
Debido a la falta de anticuerpos específicos de serotipo se procedió a clasificar las 
cepas de rotavirus en genotipos. Los genotipos se designan con la letra G para serotipos 
de VP7 (de la misma forma que los serotipos) y genotipos P (seguido de un número en 
corchete) para los genotipos VP4 (Monnier et al., 2006).  Hasta la fecha se han descrito 
27 genotipos G y 38 genotipos P. Debido a esta variabilidad y a que las cepas de rotavirus 
presentan estas dos proteínas de superficie, se procedió a clasificar a las cepas en una 
nomenclatura dual de acuerdo a la combinación de genotipos prevalentes. A nivel 
mundial, el genotipo G1P[8] es predominante con el 60% de todas las cepas circulantes, 
seguido por G2P4 (Steele et al., 2010). Sin embargo, el genotipo P8 es el que presenta una 
mayor incidencia en combinación con los demás genotipos G alrededor del mundo, ya que 
puede representar hasta el 80% de todas las cepas de rotavirus circulantes (Kirwood, 
2010).  
2.5 Características genéticas y antigénicas de VP4 
El gen 4 de rotavirus está constituido por aproximadamente 2359 pb, sin embargo, 
estudios de secuenciación revelan que cepas de origen animal presentan 2362 pb lo cual 
representa un aminoácido más que las cepas humanas (Blanchard et al., 2007). La región 
codificante de este gen se encuentra flanqueada por dos regiones no codificantes. La 
región no codificante 5' la constituye nueve nucleótidos (nt), mientras que en el extremo 
3’ 25 nt forman esta región (Settembre et al., 2011). La proteína VP4 además de inducir 
la producción de anticuerpos neutralizantes, está involucrada en los procesos de unión y 
penetración a la célula huésped (Blanchard et al., 2007).  Durante este proceso la proteína 
sufre un corte proteolítico por la acción de la tripsina generando dos subunidades proteicas 
las cuales potencian este proceso. Estas subunidades proteicas se denominan VP8* y 
VP5*. La subunidad VP8* consta de 247 aminoácidos y la subunidad VP5* de 529 
aminoácidos (Settembre et al., 2011). Estudios de secuencias muestran que en la mayoría 
de las células tanto animales como humanas la tripsina corta el extremo carboxilo de la 
arginina que se encuentra en la posición 247 (Settembre et al., 2011). A si mismo este tipo 
de análisis muestra que la variabilidad en esta proteína se encuentra principalmente en el 
extremo amino el cual corresponde a la subunidad VP8*. Por otra parte, la subunidad 
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VP5* posee regiones consenso que se infieren participan en el proceso de penetración 
viral a la célula. Con el proceso de corte por la tripsina, las subunidades no se separan 
físicamente, sino que se forman un rearreglo que le permite poseer una estructura más 
rígida (Crawford et al., 2001). logrando de esta forma la entrada de forma directa para 
iniciar el proceso replicativo (Dormitzer et al., 2004). Asimismo, estudios iniciales de 
caracterización antigénica de la proteína VP4 mostraron que dentro de la subunidad VP5* 
pueden existir epítopes específicos de serotipo y de reacción cruzada que pueden ser 
utilizados en estudios de campo (Contreras et al., 1995) (Taniguchi et al., 1987). Además, 
estudios previos también mostraron que el cambio de un solo aminoácido podría alterar la 
reactividad de esta proteína empleando esos anticuerpos (Taniguchi et al., 1988; 
Kobayashi et al., 1990). 
2.6 Subunidad VP5* de rotavirus 
Como se mencionó anteriormente, la subunidad VP5* es generada tras un corte 
proteolítico de VP4 por la tripsina durante el proceso infectivo a la célula diana. Esta 
subunidad está conformada por los aminoácidos del 247 al 776 que se encuentran hacia el 
extremo carboxilo (Crawford et al., 2001). VP5 es la subunidad más conservada de la 
proteína VP4. Dadas estas características se ha identificado su participación en el proceso 
de entrada del virus (Monnier et al., 2006). Estudios de secuencia de esta subunidad 
muestran que posee un dominio hidrófobo conformado por los residuos del 248 al 474 que 
es responsable de la unión con la membrana de la célula (Glantsova et al., 2004). Por otra 
parte, también se muestran que esta proteína tiene en el dominio de unión a membrana un 
ligando para la integrina α2β1 conformada por los aminoácidos DGE en la posición 308-
310 (Graham et al., 2006). Esta subunidad es capaz de inducir la producción de 
anticuerpos neutralizantes, así como producir anticuerpos capaces de reconocer cepas con 
diferente genotipo. Es por esto que es importante determinar en cepas de campo con 
diferentes genotipos co-circulantes cuales son los cambios antigénicos que influyen en las 
modificaciones antigénicas de esta subunidad y así poder determinar qué cambios 
pudieran generar cepas mutantes con capacidad a escapar a la neutralización por 
anticuerpos generados por la cepa vacunal. 
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3. JUSTIFICACIÓN 
En los últimos años estudios de epidemiologia molecular revelan cuales son los 
genotipos predominantes en la población infantil. No obstante, las mutaciones puntuales 
acumuladas en la secuencia de la proteína VP4 se han enfocado a subclasificar el virus en 
linajes. Sin embargo, el impacto que pueden llegar a generar estas mutaciones y la 
capacidad del virus para recombinarse surgen como un riesgo latente de un posible brote 
epidémico. Entre los antígenos de superficie la proteína VP4 ha sido clasificada en un 
mayor número de genotipos. Esta proteína es vital para la replicación del virus ya que 
participa en varios procesos durante la infección a la célula hospedera. VP5* al ser la 
subunidad más conservada de este antígeno se considera el mejor candidato para la 
producción de anticuerpos que permitan estudiar los cambios antigénicos de las cepas con 
potencial para escapar a la neutralización o el reconocimiento por anticuerpos. Por tal 
motivo, el determinar los cambios genéticos en cepas que escapan al reconocimiento por 
anticuerpos generara información para ampliar el conocimiento de las regiones 
antigénicas de la proteína VP4 que son importantes en la neutralización viral. 
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4. HIPÓTESIS 
 
Mutaciones no sinónimas presentes en la subunidad VP5* de la proteína VP4 de 
Rotavirus son responsables de la emergencia de variantes antigénicas que escapan al 
reconocimiento por anticuerpos. 
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5. OBJETIVO 
 
Determinar la presencia de mutaciones no sinónimas en VP5* sobre la emergencia de 
cepas mutantes de rotavirus que escapan al reconocimiento por anticuerpos. 
 
 
5.1 Objetivos particulares 
 
 
1. Identificar variantes genéticas del gen 4 en cepas de Rotavirus humano. 
2. Producir y evaluar anticuerpos policlonales contra rVP5*. 
3. Identificar variantes antigénicas de VP4. 
4. Determinar las regiones genéticas en VP4 asociadas a la generación de mutantes 
que escapan al reconocimiento por anticuerpos. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
En el presente trabajo se emplearon muestras de heces pertenecientes a niños con 
gastroenteritis que escapan a la detección por anticuerpos contra VP8* recombinante. 
Estas muestras fueron colectadas de niños menores de 5 años en dos hospitales de la 
ciudad de Chihuahua, Chihuahua durante el periodo del 2004-2011. Se seleccionaron 98 
muestras positivas para Rotavirus por Rotaforesis. Para la elaboración de anticuerpos 
policlonales se empleó la muestra de heces negativa a rotavirus que presento reactividad 
negativa a los anticuerpos anti-VP8* que contenía 100% de identidad en la secuencia de 
aminoácidos de VP8* de otras muestras analizadas con estos anticuerpos, esta subunidad 
fue inoculada un modelo animal (Murino) para la producción de anticuerpos y 
posteriormente fueron evaluados mediante ELISA, Dot-Blot y Western Blot. Finalmente, 
estos anticuerpos fueron empleados para determinar la relación antigénica de las variantes 
genéticas circulantes en la población infantil. 
 
6.1 Extracción de RNA viral. 
 
Se realizó la extracción de RNA de rotavirus a muestras de heces de niños con 
gastroenteritis, mediante TRI REAGENT (trizol). Para la obtención del RNA, se preparó 
una suspensión de heces al 20% en PBS utilizando tubos de microcentrífuga de 1.5 mL. 
Posteriormente, la suspensión se centrifugó a 14,000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante 
fue colocado en un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL. A cada tubo se le añadieron 500 
µL de trizol, se agitó 10 veces por inversión y se incubó en hielo durante 5 min. 
Posteriormente, se adicionaron 100 µL de cloroformo y fueron agitados por inversión 10 
veces. Los tubos fueron incubados en hielo 3 min y después centrifugados a 12,000 rpm 
por 15 min a 40C. La fase acuosa fue transferida a un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL 
limpio previamente etiquetado, y luego se adicionaron 400 µL de alcohol isopropílico. Se 
mezclaron 5 veces por inversión y los tubos se mantuvieron a -200C durante toda la noche. 
Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 12,000 rpm por 15 min a 40C, y se retiró el 
alcohol isopropílico utilizando una micropipeta de 200 µL dejando aproximadamente los 
últimos 50 µL en el tubo. Se adiciono 1 mL de alcohol etílico absoluto (frío), se mezcló 
por inversión 5 veces y se centrifugo a 12,000 rpm por 7 minutos a 40C. Al paquete 
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resultante se le adicionó 1 mL de alcohol etílico al 75% (frío), se mezcló por inversión 5 
veces y se centrifugo a 12,000 rpm por 5 minutos a 40C. Finalmente se eliminó 
completamente el alcohol etílico, y el RNA viral se resuspendió con 20 µL de agua 
nanopura (libre de sales) estéril y se almacenó a -200C hasta su uso. 
 
6.2 Electroforesis de RNA. 
 
La electroforesis del RNA purificado se realizó en un gel de poliacrilamida 10%. 
El gel de poliacrilamida se colocó a un corrimiento constante a 100 Volts por 5 horas 
posteriormente, el gel se sometió a una tinción con nitrato de plata para visualizar el patrón 
electroforético de RNA característico de rotavirus. Terminada la electroforesis, el gel de 
poliacrilamida se depositó en 100 mL de una solución fijadora por 30 minutos; después 
se retiró esta solución y se añadió 100 mL de nitrato de plata 1X, manteniendo el gel en 
condiciones de obscuridad por 30 minutos. Se retiró el nitrato de plata y se realizaron 3 
lavados con agua bidestilada. Posteriormente se adicionaron 100 mL de una solución 
reveladora permaneciendo el gel en esta solución hasta por 10 minutos, hasta que las 
bandas del RNA viral fueron visibles. Se retiró la solución reveladora y se adicionaron 50 
mL de una solución de ácido acético 5% por 3 minutos. Posteriormente, el gel se lavó 3 
veces con agua bidestilada para su conservación. 
 
6.3 Obtención del cDNA de la subunidad VP5*  
 
El RNA viral purificado se sometió a una transcripción inversa con la enzima 
transcripatasa reversa del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLV Reverse 
Transcriptase®, (Promega). En este proceso, se empleó el oligonucleótido en sentido VP4 
1F (5´-GGCTATAAAATGGCTTCGC -3´) diseñado en el laboratorio. El protocolo de la 
reacción fue en un volumen final de 15 µL. En tubos de microcentrífuga de 0.2 mL se 
mezclaron 3.75 µL de RNA purificado y 1.5 µL de primer VP4 1F 1 µM. Esta mezcla se 
colocó en un termociclador (TERMOHYBAID PCR sprint) a 940C por 5 minutos, y 
después se incubó en hielo. Posteriormente se adicionó una segunda mezcla de reactivos 
conteniendo 3.0 µL de Buffer RT 5X (Promega), 4.8 µL de una mezcla de dNTP´s (ATP, 
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GTP, CTP, TTP) a una concentración de 2.5 mM cada uno y 0.45 µL de enzima RT 1000 
U/µL (Promega). Los tubos se colocaron en el termociclador a 420C por 60 minutos, 
seguido de 5 minutos a 940C. Al finalizar el tiempo de reacción, los productos de RT-PCR 
fueron almacenaos a -200C hasta su uso. 
 
6.4 Amplificación de la subunidad VP5* 
 
El cDNA obtenido se sometió a una reacción de PCR utilizando la enzima DNA 
polimerasa BIOLASE (BIOLINE). Los oligonucleótidos utilizados fueron: VP5F 5´-
CACGGATCCCCACCAATTCAAAATACTAGA-3´ (sentido) y VP5R 5´-
CACGTCGACCTCACAACTTACATTGTAG -3´ (anti sentido) los cuales fueron 
diseñados en el laboratorio. La mezcla de reactivos para una reacción se realizó en tubos 
de microcentrífuga de 0.2 mL conteniendo 1.5 µL de cDNA, 2.5 µL de Buffer NH4 10X, 
0.76 µL de MgCl2 50mM, 0.5 µL de cada oligonucleótido (VP5F y VP5R) a una 
concentración de 25 µM cada uno, 4.0 µL de una mezcla de dNTP´s a una concentración 
de 2.5mM cada uno, 0.25 µL de enzima DNA polimerasa 5 U/µL y 14.99 µL de agua 
nanopura estéril para completar un volumen final de 25 µL.   
Posteriormente la mezcla se colocó en un termociclador (TERMOHYBAID PCR sprint) 
y se realizó la amplificación con un programa de 30 ciclos: 950C/30 seg, 420C/30 seg, 
720C/40 seg. finalmente se añadió un tiempo de extensión de 15 minutos. Para analizar la 
amplificación del producto de PCR, se realizó una electroforesis en un gel de agarosa al 
1.5%, a 100 Volts constantes por 50 minutos. El gel de agarosa fue teñido con bromuro 
de etidio durante 15 minutos y se revelo mediante luz ultravioleta en el UVP, 
Transilluminator. 
 
6.5 Clonación de la subunidad VP5*. 
 
La clonación del producto de PCR de 1659 pb del gen 4 de rotavirus que codifica 
para la subunidad VP5* se realizó en el plásmido pGEM-T mediante el Kit de Clonación 
pGEM-T Vector System (Promega). El producto de PCR fue sometido a una electroforesis 
en gel de agarosa Low Mealting 1.5% a 100 Volts por 50 minutos hora, seguida de una 
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tinción con bromuro de etidio por 15 minutos.  Utilizando una lámpara de luz ultravioleta 
(UVP, Transilluminator) con baja intensidad se cortó el fragmento de la banda de interés. 
Estos fragmentos se depositaron en un tubo de centrifuga y posteriormente se purificaron 
empleando el Kit WizardR SV Gel and PCR Clean-Up System de acuerdo a las 
recomendaciones del fabricante (Promega). 
 
6.6 Ligación del producto de PCR y plásmido pGEM-T 
 
Para obtener el plásmido pGEM-T con el inserto de 1678 pb, se realizó una mezcla 
de reacción de ligación en tubos de microcentrifuga de 0.2 mL. Para una reacción, se 
mezclaron 5.0μL de Buffer T4 DNA Ligasa 2X (Promega), 0.5μL de plásmido pGEM-T 
(50ng/ μL), 82.95 ng de producto de PCR purificado, 1.0 μL de enzima T4 DNA Ligasa 
3 U/ μL y se añadió el volumen restante de agua nanopura estéril para obtener un volumen 
final de 10.0 μL. Los tubos se incubaron a 4°C toda la noche. 
 
6.7 Transformación de E.coli DH5α competentes 
 
Para la trasformación de células de E.coli DH5α competentes se mezclaron 100 
μL (1.2 x 108) de bacterias y 10 μL de la reacción de ligación en un tubo de centrifuga de 
0.2 μL. Se agitó suavemente el tubo y se incubo en hielo durante 30 minutos. El tubo fue 
colocado en un baño de agua previamente calentado a 42°C por 90 segundos e 
inmediatamente se incubó en hielo por 2 minutos. Se adicionaron 450 μL de medio de 
cultivo SOC atemperado a 37°C. Se transfirieron a un tubo de ensaye estéril de 13X100. 
Las bacterias se incubaron a 37°C con agitación a 200 rpm durante 1 hora. Posteriormente 
se centrifugó un instante a 10,000 rpm en tubos de microcentrífuga de 1.5 mL. Se retiró 
el medio de cultivo y el pellet de bacterias fue resuspendió en 50 μL de medio de cultivo 
SOC. Los 50 μL de bacterias transformadas fueron inoculados en una caja de Agar LB-
Ampicilina (50 μL/mL) con un asa triangular. Las cajas se incubaron a 37ºC por 12 a 16 
horas. 
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6.8 Purificación de plásmidos de bacterias transformadas 
 
Para realizar la extracción y purificación de plásmidos de bacterias transformadas, 
se inocularon las colonias de bacterias en tubos de ensaye de 13X100 con 3 mL de Caldo 
LB/Ampicilina (50 μg/mL) utilizando palillos de madera estériles. Estos tubos se 
incubaron a 37ºC con agitación de 200 rpm por toda la noche. Posteriormente en 
condiciones de esterilidad se tomaron 2 mL de cultivo de bacterias y se transfirieron a 
tubos de microcentrifuga de 1.5 mL. Los tubos se centrifugaron a 8,000 rpm por 5 minutos 
y se retiró el medio de cultivo. La purificación de plásmidos se realizó a partir del pellet 
de bacterias utilizando el Kit Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification System 
(Promega) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. 
 
6.9 Análisis de plásmidos purificados 
 
Para determinar la presencia del inserto de interés en el plásmido pGEM-T se 
analizó el DNA plasmídico (DNAp) mediante un ensayo de PCR y una reacción de 
restricción con las enzimas de restricción BamH I y Sal I. 
El análisis de PCR se realizó empleando los oligonucleótidos específicos de la regio 
codificante de VP5* (VP5F y VP5R), la mezcla de reactivos para una reacción se realizó 
en tubos de microcentrífuga de 0.2 mL conteniendo 1.5 µL de DNAp, 2.5 µL de Buffer 
NH4 10X, 0.76 µL de MgCl2 50mM, 0.5 µL de cada oligonucleótido (VP5F y VP5R) a 
una concentración de 25 µM cada uno, 4.0 µL de una mezcla de dNTP´s a una 
concentración de 2.5mM cada uno, 0.25 µL de enzima DNA polimerasa 5 U/µL y 14.99 
µL de agua nanopura estéril para completar un volumen final de 25 µL. Posteriormente la 
mezcla se colocó en un termociclador (TERMOHYBAID PCR sprint) y se realizó la 
amplificación con un programa de 30 ciclos: 950C/30 seg, 420C/30 seg, 720C/40 seg. 
finalmente se añadió un tiempo de extensión de 15 minutos. Para analizar la amplificación 
del producto de PCR, se realizó una electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%, a 100 
Volts constantes por 50 minutos. El gel de agarosa fue teñido con bromuro de etidio 
durante 15 minutos y se revelo mediante luz ultravioleta en el UVP, Transilluminator. 
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Para realizar el análisis de restricción, el DNAp se mezcló las enzimas de restricción 
BamH I y Sal I simultáneamente. La mezcla de reactivos para una reacción se realizó en 
tubos de microcentrífuga de 0.6 mL utilizando 0.5 μL del buffer E 10X de la enzima BamH 
I (Promega), 1000 μgr de DNAp purificado, 0.5 μL de enzima BamH I 10 U/ μL 
(Promega), 0.5 μL de enzima Sal I 10 U/ μL (Promega) y agua nanopura estéril para 
completar un volumen final de 10.0 μL. La mezcla de reactivos se incubó a 370C por 1.0 
horas y posteriormente, se realizó una electroforesis en gel de agarosa 1.5%, a 100 Volts 
constantes por 50 minutos. El gel fue teñido con bromuro de etidio por 15 minutos y fue 
revelado con luz ultravioleta (UVP, Translluminator). 
 
6.10 Secuenciación de la subunidad VP5*. 
 
Las clonas de bacterias E. coli DH5α con el plásmido pGEM-T/VP5* se 
inocularon en tubos de ensaye de 13X100 con 3 mL de caldo LB/Ampicilina (50 μg/mL) 
y fueron incubados a 370C con agitación a 200 rpm toda la noche. Posteriormente se 
purifico todo el cultivo de bacterias (3 mL), utilizando el Kit WizardR Plus SV Miniprep 
DNA Purification System (Promega) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. 
Posteriormente se realizó una electroforesis de los plásmidos en gel de agarosa 1%, a 100 
Volts constantes por 1 hora, para verificar la integridad del DNAp.  Después, se cuantifico 
el DNAp mediante Nanodrop.  
La concentración final de DNAp para enviar a secuenciar fue ajustada a 750 ng/ μL en 
agua nanopura estéril. La secuencia de nucleótidos fue realizada en la Unidad de Síntesis 
y Secuenciación del Instituto de Biotecnología (IBT) de la UNAM, en Cuernavaca, 
Morelos, mediante el método basado en fluorescencia Taq FS Dye Terminador, utilizando 
el secuenciador ABIPRISM 310TM Genetic Analyzer. 
 
6.11 Análisis de la secuencia interna de la subunidad VP5* 
 
La secuencia de nucleótidos que se obtuvo por el método antes descrito 
proporciona una eficiencia de la lectura de nucleótidos de alrededor de 700 nucleótidos. 
Por lo tanto, se mandó secuenciar la región interna de la secuencia de nucleótidos de la 
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subunidad VP5* de rotavirus empleando el mismo método que se utilizó para la subunidad 
completa utilizando los primers VP5iF ‘5- CACGGATCCCATTATGGAAAGAAATGC 
-3’ y VP5iR 5’-CACGTCGACCATTTGAAACATTAGTCC -3’. Este par de 
oligonucleótidos flanquean una región de 1029 pb (Figura 1) 
 
 
 
6.12 Análisis de la secuencia de nucleótidos de la subunidad VP5* 
 
Las secuencias de nucleótidos de las cepas de campo se analizaron empleando la 
herramienta BLAST nucleotide (NCBI) para comprobar que la región flanqueada 
corresponde a Rotavirus. En seguida, se realizó una comparación de la secuencia de 
nucleótidos y la secuencia deducida de aminoácidos utilizando el programa CLUSTAL 
W/BioEdit Sequence Alignment Editor v7.0 (Hall, 1999).  
 
 
Figura 1. Esquema general del diseño de primers para la secuenciación de la subunidad VP5* de 
rotavirus. 
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6.13 Subclonación  
 
6.13.1 Preparación del inserto y plásmido de expresión  
 
El plásmido pGEM-T/VP5* y el plásmido de expresión pET28 (a) fueron 
digeridos utilizando las enzimas de restricción BamH I y Sal I. La mezcla de reactivos se 
realizó en tubos de microcentrífuga de 0.6 mL utilizando el mismo protocolo previamente 
descrito para el análisis de DNAp purificados. La mezcla de reactivos fue incubada a 37ºC 
por 1.0 horas y posteriormente se realizó una electroforesis de todo el volumen de reacción 
de restricción en gel de agarosa 1.5 % low mealting a 100 volts constantes por 1 hora. El 
gel fue teñido con bromuro de etidio por 15 minutos y la banda correspondiente fue 
visualizada en un transiluminador UV (UVP, Translluminator). Observando con 
intensidad de luz UV baja se cortó el fragmento de gel que corresponden a la región de 
VP5* liberado del plásmido pGEM-T y el plásmido pET28 (a) linealizado. Los 
fragmentos del gel fueron depositados en un tubo de microcentrífuga y se purificaron con 
el Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System de acuerdo a las recomendaciones del 
fabricante (Promega). El inserto con extremos cohesivos BamHI/SalI y pET28 (a) 
linealizado se almacenaron a -20°C hasta su uso. 
 
6.13.2 Ligación del producto de PCR y plásmido pET-28a (+) 
 
En un tubo de centrifuga de 0.2 mL, se preparó la siguiente mezcla de reacción: 
1.0 μL de Buffer T4 DNA Ligasa 2X (Promega), 46.9 ng de inserto, 50 ng de plásmido 
pET-28a (+) lineal), 1.0 μL de enzima T4 DNA Ligasa 10U/ μL (Invitrogen) y agua 
nanopura estéril para completar un volumen final de 10.0 μL. La reacción de ligación fue 
incubada a 4 ºC toda la noche. 
 
6.13.3 Transformación de E.coli DH5α competentes 
 
Las bacterias se transformaron utilizando el protocolo previamente descrito 
utilizando los 10 μL de reacción de ligación. Las bacterias transformadas se inocularon en 
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una caja de Agar LB/Kanamicina (50 μg/mL) y se incubaron a 37 ºC por 12 horas. El 
DNAp de las clonas transformadas fue purificado utilizando el Kit Wizard Plus SV 
Minipeps DNA System de acuerdo a las recomendaciones del fabricante (Promega) y 
mediante una reacción de restricción y/o PCR se analizó la presencia de inserto de VP5* 
(1659 pb) utilizando la metodología (sección 5.2.3). 
 
6.13.4 Transformación y análisis de E.coli BL21 (DE3) competentes. 
 
  La transformación de bacterias de E.coli BL21 (DE3), se realizó mezclando en un 
tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, 100 μL de bacterias y 1.0 μL de plásmido pET-
28/VP5*. Después se continuó con el protocolo de transformación descrito para las 
bacterias E.coli DH5α. Las bacterias transformadas se inocularon en Agar LB/ 
Kanamicina (50 μg/mL) y se incubaron a 37ºC por 12 horas. El DNAp de las bacterias BL 
21 (DE3) transformadas con el plásmido pET28/VP5* se purifico bajo el protocolo 
empleado en pasos anteriores. 
 
6.13.5 Inducción de la expresión de proteínas recombinantes 
 
Tres asadas del cultivo de bacterias BL21 (DE3) transformadas se inocularon en 
tubos de ensaye 13X100 con 3 mL de caldo LB/Kanamicina (50 μg/mL), y se incubaron 
a 37ºC con agitación de 200 rpm durante la noche. Posteriormente, se inocularon 120 mL 
de caldo LB (sin antibiótico) con 1.2 mL de cultivo de bacterias durante toda la noche, 
realizando una dilución 1:100, las bacterias se mantuvieron en agitación a 250 rpm a 37ºC 
por 2 horas. Posteriormente se monitoreó la densidad óptica del cultivo y se tomó una 
alícuota de 1 mL para medir la absorbancia de 590 nm. El matraz continuó en agitación 
constante hasta que la densidad óptica alcanzó entre 0.4-0.6 de Absorbancia. Cuando el 
cultivo presente la densidad requerida, fue suspendida la incubación un instante para 
tomar una alícuota de 10 mL de cultivo, el cual se utilizó como control de bacterias no 
inducidas, esta alícuota permaneció almacenada a 4ºC. Al resto del cultivo se le adicionó 
IPTG a una concentración final de 1 mM para inducir la expresión de la proteína VP5* 
recombinante. Se continuó con la incubación a 37ºC con agitación de 250 rpm por 5 horas. 
  
20 
 
Las bacterias inducidas y las no inducidas se transferirán a tubos cónicos de 50 mL y se 
centrifugaron a 5,000 rpm a 4ºC por 10 minutos. El caldo LB fue decantado y el pellet de 
bacterias se pesó para resuspenderlo en el buffer Binding. Por cada gramo de pellet de 
bacterias, se adicionaron 10 mL de este buffer. Las bacterias resuspendidas se 
almacenaron a 20ºC hasta su uso. 
 
6.13.6 Lisis bacteriana 
 
La proteína VP5* en las bacterias BL21 (DE3) son producidas en el citoplasma, 
por lo cual, se realizó un análisis de las bacterias en dos etapas. Primero se comenzó la 
lisis enzimática con lisozima de clara de huevo (Sigma-Aldrich) a una concentración final 
de 0.2 mg/mL, agitándose por 30 minutos a temperatura ambiente. El extracto de las 
bacterias fue dispensado en alícuotas de 1 mL en tubos de centrifuga de 1.5 mL. Para 
realizar una lisis mecánica se empleó un sonicador durante 15 minutos. Para disolver los 
posibles cuerpos de inclusión que se formen por la producción de proteínas recombinantes 
que impedían que se solubilizara la proteína se adicionaron al extracto de bacterias urea a 
una concentración final de 8 M. Los extractos de las bacterias se mantuvieron a 4ºC hasta 
su uso. 
 
6.14 Análisis de Proteínas recombinantes  
 
6.14.1 SDS-PAGE de los lisados bacterianos 
 
Se realizó una electroforesis de proteínas en geles discontinuos de poliacrilamida 
(gel concentrador 4%; gel separador al 11%) en condiciones desnaturalizantes de los 
lisados para analizar la presencia de la proteína recombinante. La electroforesis se realizó 
a 10 mA constantes por 20 minutos y a 20 mA constantes por 40 minutos. El gel se tiño 
con Azul de Coomassie durante toda la noche. 
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6.14.2 Western-blot 
 
Para identificar la presencia de la subunidad VP5* recombinante (rVP5*) que 
mantendrían sus características antigénicas, se realizó un ensayo de Western-blot 
utilizando anticuerpos anti-Rotateq inducidos en conejo y un anticuerpo monoclonal anti-
VP5* (1A10). Los lisados bacterianos/rVP5* se sometieron a una electroforesis en 
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) en geles discontinuo de poliacrilamida (gel 
concentrador 4%; gel separador al 12%) utilizando las mismas condiciones de 
electroforesis. Posteriormente se realizó la transferencia de proteínas a una membrana de 
nitrocelulosa de 0.45 micras (Sigma-Aldrich) a 60 volts constantes por 3 horas. Al 
terminar este tiempo, la membrana de nitrocelulosa se lavó rápidamente con PBS y se 
incubó a temperatura ambiente y agitación de 80 rpm por 1 hora en PBS-Tween 2%, 
posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS y se añadieron los anticuerpos primarios 
incubándose a 4°C toda la noche. Al siguiente día la membrana se lavó tres veces con 
PBS-Tween 0.01 % por espacio de 10 minutos cada lavado. En seguida se adicionó la 
proteína A unida a peroxidasa de rábano (Amersham) en una dilución 1:2000 y se incubó 
a 37ºC por 1 hora con agitación constante (80 rpm). La membrana se lavó tres veces y 
después se adicionaron 1 mL de sustrato TMB (PROMEGA) mezclando suavemente hasta 
que observemos la aparición de las bandas positivas de color Azul. La reacción se detuvo 
lavando la membrana con agua destilada. 
 
6.15 Purificación de proteínas recombinantes 
 
6.15.1 Cromatografía de afinidad 
 
Se realizó mediante una cromatografía de afinidad utilizando las columnas de 
purificación HisTrap FF Crude (GE Healthcare), debido a que las proteínas recombinantes 
presentaran 6 Histidinas en tándem en el extremo amino. La cromatografía se realizó bajo 
condiciones desnaturalizantes por lo que los reactivos utilizados contenían urea a una 
concentración final de 4M. Para realizar la cromatografía, primero se lavó una columna 
nueva con 20 mL de agua bidestilada para eliminar el etanol 20% (solución de 
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almacenaje); después se adicionaron 10 mL de buffer B2 para equilibrar la columna. 
Posteriormente se transfirió todo el volumen de extracto de bacterias lisadas previamente 
ajustado a un pH de 7.4. Se colocó todo el eluente para posteriores purificaciones. En 
seguida se lavó con 20 mL de buffer B3 para eliminar la unión inespecífica de proteínas 
bacterianas y después se adicionaron 5 mL de buffer de elución colectándose 5 fracciones 
cromatografías de 1 mL cada una en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL. Por último, se 
aplicaron 10 mL de buffer B2 para lavar y equilibrar la columna. Las fracciones 
cromatografías y las columnas de afinidad se almaceno a 4ºC hasta su uso.  
 
6.15.2 Electroelución 
 
 La electroelución de la subunidad VP5* de rotavirus se realizó a partir de ocho 
SDS-PAGE de los lisado bacterianos/VP5*. La banda correspondiente al tamaño de la 
subunidad rVP5* de rotavirus fue retirada con un bisturí y colocada en el microelutor 
(Biorad) en buffer de transferencia a 100 Volts durante 2 horas. Posteriormente la proteína 
electroeluida fue succionada por vacío y colocada en tubos de microcentrífuga de 1.5 mL 
limpios y estériles. La rVP5* electroeluida fue concentrada empleando Acetona 80% 
incubándose a -20 °C toda la noche. Posteriormente los tubos con la proteína se 
centrifugaron a 12, 000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Finalmente, se realizaron 3 lavados 
con PBS para retirar los residuos de acetona y el pellet se resuspendió en buffer 
binding/Urea 8M. La proteína se guardó a 4°C hasta su uso.  
 
6.16 Esquema de inmunización de ratones con proteínas recombinantes de rotavirus 
humano 
 
Se obtuvo sangre de los conejos y ratones antes de iniciar la inmunización y el 
suero se analizó por ELISA/Dot-Blot. Después del análisis, se comenzó con la 
inmunización de la siguiente manera: 3 inoculaciones vía intraperitoneal con intervalo de 
8 días, la primera con Adyuvante completo de Freud (FAC) y las siguientes con 
Adyuvante incompleto Freud (FAI). El inoculo será de un volumen final de 300 µL; 150 
µL de adyuvante correspondiente y 150 µL de la VP5* recombinante. Después de estas 
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inoculaciones el suero se analizó por ELISA y Dot-Blot. Se realizó el sangrado final a los 
30 días.  
 
6.17 Ensayo de ELISA 
 
Placas de 96 pozos fueron sensibilizadas con anticuerpos policlonales de cabra 
anti-VP5* diluidos en buffer de carbonato-bicarbonato pH 9.6 las cuales se incubaron a 
4ºC toda la noche. Antes del lavado con Buffer Salino de Fosfatos (PBS), las placas se 
bloquearon con una solución de leche descremada 5 % en PBS-Tween 0.1% a 37ºC 
durante 1.5 horas. Después de 4 lavados con PBS-Tween 0.1 %, se le adicionó una 
suspensión de heces al 20 % de niños con gastroenteritis y se incubaran a 37º C durante 2 
horas. Después de 4 lavados se adicionó anti-VP5* policlonal de conejo y se incubó a 
37°C por 1 hora. Luego de 4 lavados se adicionaron 75 µL de Proteína A-Peroxidasa de 
rábano (Amersham) diluida 1:2,500 y se incubara a 37ºC por 1 hora. Se retiró la proteína 
A-HRP, se lavó 4 veces y se adicionaron 100 µL de sustrato ABS (Zymed) preparado en 
buffer de citratos 0.1M pH 4.1. Se incubó a 37ºC por 3º minutos. La reacción colorimétrica 
se midió en un lector de ELISA (Digital and Analog Systems S.R.L modelo A2) a una 
longitud de 595 nm. El criterio para determinar el título de anticuerpos IgG contra las 
proteínas recombinantes fue la dilución del suero, cuando la absorbancia sea 2 veces 
mayor al promedio de la absorbancia del control negativo (Contreras et al., 2011). 
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7. RESULTADOS 
Este estudio fue enfocado a determinar las variaciones genéticas en la proteína de 
superficie VP4 de Rotavirus tipo A y su posible influencia a niveles antigénicos. El 
objetivo fue identificar las mutaciones no sinónimas en subunidad VP5* y evaluar el 
efecto de estos cambios en el reconocimiento de cepas de rotavirus circulantes en la 
población infantil por anticuerpos policlonales contra esta subunidad. Para lograr este 
objetivo se empleó la colección de muestras diarreicas proporcionada por la coproteca de 
la Facultad de Ciencias Químicas de la Universidad Autónoma de Chihuahua de un 
periodo de colecta comprendido del 2004 al 2011. 
7.1 Muestras de heces 
Las 98 muestras seleccionadas para estudio proceden de niños menores de 5 años 
con un cuadro de gastroenteritis, procedentes de dos hospitales de la ciudad de Chihuahua 
durante el 2004-20011. 
7.2 Evaluación y selección de muestras 
Para la secuenciación de la subunidad VP5* se procedió a realizar previamente un 
análisis in-silico de la distribución de mutaciones entre la subunidad VP8* de rotavirus 
circulantes en la ciudad de Chihuahua que mostraron anteriormente una reactividad 
positiva o negativa por anticuerpos policlonales específicos de genotipo P[8] o P[4] y la 
cepa de rotavirus Wa. Este análisis se realizó a partir de 33 muestras previamente 
reportadas en el GeneBank (JX012330 al JX012347). El estudio entre las secuencias de 
la subunidad VP8* mostro 58 variaciones de aminoácidos entre cepas con genotipo P[8] 
y P[4]. El análisis de los cambios encontrados identifico 37 sustituciones de aminoácidos 
con propiedades similares. Entre los aminoácidos con cambios, se identificaron 15 
cambios de carga (Y19H, E28K, T75K, N89D, N113T/D/S, D116N, S131R/E, D133E/S, 
D135N, N160D, N193D, C215R, K245R/T/N, N250K y E251K), mientras que 6 cambios 
de residuos con implicaciones estructurales (flexibilidad o constricción conformacional) 
de las proteínas (G38S, P71S, P114Q, G145S, G195N y P236S). Por otro lado la 
comparación de los principales epítopes con capacidad neutralizantes reportados para esta 
subunidad entre P[8] y P[4] se identificaron diferencias entre 3 de los 4 epitopes. Este 
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análisis mostro en los epítopes 8-1 y 8-3 cambios de 5 y 8 aminoácidos respectivamente, 
mientras que solo el genotipo P[4] mostraba diferencias en el epitope 8-4 (Tabla 1).  
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Mientras que un análisis de frecuencias de 342 muestras del gen 4 de rotavirus 
publicadas de diferentes partes del mundo (Argentina, Australia, Bangladesh, Bélgica, 
Cameron, China, Alemania, India, Indonesia, Italia, Japón, Kenia, Corea, Malawi, Nepal, 
Nicaragua, Pakistán, Rusia, Eslovenia, África del sur, Tailandia, Túnez, Turquía, USA, 
Vietnam) en el GenBank mostraron los cambios de aminoácidos frecuentes entre las cepas 
de rotavirus, mostrando mayor variación en los epítopes de VP8* (Figura 2).   
 
 
7.3 Análisis del RNA Viral 
Seleccionadas las muestras a secuenciar, se procedió a realizar una extracción de 
RNA por el método de Trizol. Obtenido el RNATOTAL se realizó una rotaforesis para 
evaluar la integridad del RNA y determinar la presencia del genoma de rotavirus en las 
muestras seleccionadas (Figura 3). Posteriormente las muestras seleccionadas fueron 
cuantificadas con un nanodrop y almacenadas a -20°C hasta su uso. 
Figura 2. Frecuencia de mutaciones en los epítopes neutralizantes de la proteína VP4. 
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7.4 Secuenciación de la subunidad VP5* 
El RNATOTAL de las muestras seleccionadas fue sometido a una RT-PCR con los 
primers VP5F/VP5R obteniendo un producto de 1659 pb correspondientes al fragmento 
de la proteína VP4 que codifica para la subunidad VP5*(Figura 4).  
 
 
Una vez obtenido, el producto de 1659 pb fue sometido a una electroforesis en 
agarosa Low melting para su posterior purificación y ligación en el plásmido pGEM-T 
(Figura 5). 
Figura 3. Electroforesis de RNATOTAL en gel de Poliacrilamida al 10 % extraído de diarreas de Rotavirus.  
Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa 1.5 % de RT-PCR de la subunidad VP5* de Rotavirus. Carril 1: 
Marcador de pares de base (MPB) HyperLadder I; Carril 2: Control negativo (agua miliQ); Carril 3: Muestra 
623; Carril 4: Muestra 532; Carril 5: Muestra 217. 
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Consecutivamente se transformaron bacterias E. coli DH5α calcio competentes 
con el pGEM-T/VP5*, obteniendo a las 16 horas clonas resistentes a ampicilina (Figura 
6). Posteriormente se procedió a purificar el DNAPlasmidico (Figura 7).  
 
 
 
Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa 1.5 % productos de PCR purificados de la subunidad VP5* de 
Rotavirus. Carril 1: Marcador de pares de base (MPB) HyperLadder I; Carril 2: Muestra 623; Carril 3: 
Muestra 532; Carril 4: Muestra 217. 
Figura 6. Bacterias E. coli DH5α transformadas con la reacción de ligación del plásmido pGEM-T y el 
inserto de la subunidad VP5* en medio LB/AMPICILINA. 
Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa 1.0 % de DNAplasmidico de bacterias E. coli DH5α Carril 1: Plásmido 
pGEM-T sin inserto (control sin inserto); Carril 2: Plásmido clona 1; Carril 3: Plásmido clona 2; Carril 4: 
Plásmido clona 3; Carril 5: Plásmido clona 5. 
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Una vez purificado
 
fue analizado mediante un ensayo de restricción empleando las 
enzimas BamHI/SalI (Figura 8) y por PCR utilizando los primers VP5F/VP5R (Figura 9).  
 
 
 
 
7.5 Análisis de la secuencia de nucleótidos de la subunidad VP5*. 
La secuencia de nucleótidos del producto de PCR de la subunidad VP5* se obtuvo 
a partir del cromatograma obtenido por pirosecuenciación de los extremos 5’ y 3’ en el 
IBT de la UNAM. Posteriormente los cromatogramas fueron analizados mediante el 
software Bioedit, observando los sitios de restricción de la enzima BamHI (extremo 5’) y 
SalI (extremo 3’) para posteriormente emplearse en la subclonación al plásmido de 
expresión (Figura 10 y 11). 
Figura 8. Ensayo de restricción en el plásmido pGEM-T/VP5*. Carril 1; Marcador de pares de base 
(MPB) HyperLadder I; Carril 2: Plásmido pGEM-T/VP5*532 sin cortar (control); Carril 3: Plásmido pGEM-
T/VP5*532 cortado; Carril 4: Plásmido pGEM-T/VP5*217 sin cortar (control); Carril 5: Plásmido pGEM-
T/VP5*217 cortado. 
Figura 9. PCR de confirmación en el plásmido pGEM-T/VP5*. Carril 1: Marcador de pares de bases 
(MPB) HyperLadder I; Carril 2: Plásmido pGEM-T/VP5*532 C1; Carril 3: Plásmido pGEM-T/VP5*217; 
Carril 4: Plásmido pGEM-T/VP5*554; Carril 5: Plásmido pGEM-T/VP5*623; Carril 6: Control negativo 
(agua MiliQ). 
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Figura 10. Identificación del sitio de restricción de la enzima BamHI en el cromatograma en el 
extremo 5’ de la subunidad VP5* de la muestra 554. 
Figura 11. Identificación del sitio de restricción de la enzima SalI en el cromatograma en el extremo 3’ 
de la subunidad VP5* de la muestra 554.  
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Ambas secuencias obtenidas de los extremos secuenciados de la subunidad fueron 
analizadas empleando la herramienta BLAST nucleotide (NCBI) y determinar la identidad 
de la secuencia obtenida mostrando rangos del 98-99% con las secuencias de VP4 ya 
publicadas en la base de datos (Figura 12 y Figura 13). 
 
 
 
Figura 12. Análisis de identidad de la secuencia de nucleótidos obtenida del cromatograma de la 
secuenciación del plásmido pGEM-T/VP5*-554 (extremo 5’). 
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Figura 13. Análisis de identidad de la secuencia de nucleótidos obtenida del cromatograma de la 
secuenciación del plásmido pGEM-T/VP5*-554 (extremo 3’). 
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Una vez confirmado la identidad del inserto de la subunidad VP5* en el plásmido 
pGEM-T/VP5*, se procedió a secuenciar la región interna de la subunidad VP5* 
empleando los primers diseñados en el laboratorio (VP5iF/VP5iR) por una PCR del 
plásmido pGEM-T/VP5* previamente secuenciado (Figura 14).  
 
 
 Una vez obtenido el producto de PCR correspondiente a esta zona se procedió a 
su secuenciación. La secuencia de nucleótidos obtenida (Figura 15) fue analizada 
mediante la herramienta BLAST nucleotide (NCBI) y fue determinada una identidad de 
99-100% en comparación con las secuencias reportadas en la base de datos (Figura 16). 
La secuencia de nucleótidos de la subunidad VP5* de las muestras con reactividad 
positiva (532) y negativa (623) fueron analizadas mediante el software Bioedit V7.0/ 
Clustal W identificándose cuatro cambios de nucleótidos (Figura 17), posterior a la 
traducción a aminoácidos de estas secuencias se observaron tres cambios de aminoácidos 
(Figura 18).    
 
Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa 1.5 % de PCR de región interna de la subunidad VP5* de 
Rotavirus. Carril 1: Marcador de pares de base (MPB) HyperLadder I; Carril 2: Muestra pGEM/VP5*-623; 
Carril 3: Muestra 217; Carril 4: Muestra pGEM/VP5*-532; Carril 5: Control negativo (agua miliQ); Carril 6: 
PCR muestra 554. 
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Figura 15. Análisis de identidad de la secuencia de nucleótidos obtenida del cromatograma de la 
secuenciación de la subunidad interna de VP5* de la muestra 532 (extremo 5’). 
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Figura 16. Análisis de identidad de la secuencia de nucleótidos obtenida del cromatograma de la 
secuenciación de la región interna de VP5*-532 (extremo 5’). 
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Figura 17. Alineamiento de la secuencia de nucleótidos de la subunidad VP5* de las muestras de 
rotavirus 623 y 532. 
  
37 
 
 
 
7.6 Análisis de la secuencia de aminoácidos de la subunidad VP5*   
El análisis de la composición aminoacídica en la secuencia de aminoácidos de la 
muestra 532 fue analizada mediante la herramienta ExPASy Bionformatics Resource 
Portal determinando un pI de 8.31, con un peso molecular de 62.01 KD. El porcentaje de 
solubilización de la proteína se determinó mediante la herramienta Recombinant Protein 
Solubility Prediction de la Universidad de Oklahoma, EUA determinando un coeficiente 
de 27.7% de solubilidad cuando es sobre expresada esta secuencia en E. coli. El análisis 
de dominios transmembranales fue realizado con la herramienta DAS transmembrane 
prediction mostró 4 grupos de aminoácidos involucrados en interacción transmembranal 
teniendo un coeficiente de 1.7 indicando la ubicación exacta de estos dominios (Figura 
19). 
10 20 30 40 50 60 70 80 90
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
532 VP5 aa PPIQNTRNVVPLSLSSRSIQYTRAQVNEDITISKTSLWKEMQYNRDIIIRFKFGNSITKLGGLGYKWSEISYKAANYQYNYLRDGEQVTA
623 VP5 aa ..........................................................................................
100 110 120 130 140 150 160 170 180
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
532 VP5 aa HTTCSVNGVNNFSYNGGSLPTDFSISRYEVIKENSYVYVDYWDDSKAFRNMVYVRSLAANLNSVKCTGGSYDFSIPVGAWPVMNGGAVSL
623 VP5 aa ..........................................................................................
190 200 210 220 230 240 250 260 270
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
532 VP5 aa HFAGVTLSTQFTDFVSLNSLRFRFSLTVDEPSFSILRTRTVNLYGLPAANPNNGNEYYEISGRFSLISLVPTNDDYQTPIMNSVTVRQDL
623 VP5 aa ...........................................................V..............................
280 290 300 310 320 330 340 350 360
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
532 VP5 aa ERQLTDLREEFNSLSQEIAMSQLIDLALLPLDMFSMFSGIKSTIDLTKSMATSVMKKFRKSKLATSVSEMTNSLSDAASSASRSVSVRSN
623 VP5 aa ..........................................................................................
370 380 390 400 410 420 430 440 450
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
532 VP5 aa ISAFSNWTNVSNDVSNVTNSVNDISTQTSTISKNLRLKEMITQTEGMSFDDISAAVLKTKIDMSTQIGKNTLPDIVTEASEKFIPKRSYR
623 VP5 aa ..........................................................................................
460 470 480 490 500 510 520 530 540
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
532 VP5 aa ILKDDEVMEINTEGKFFAYKIDTLNEVPFDVNKFAELVTNSPVISAIIDFKTLKNLNDNYGITRTEALNLIKSNPNVLRNFINQNNPIIR
623 VP5 aa ................................................................N.........................
550
....|....|....
532 VP5 aa NRIEQLILQCKLXX
623 VP5 aa ..N...........
Figura 18. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de la subunidad VP5* de las muestras de 
rotavirus 623 y 532. 
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7.7 Expresión y purificación de las subunidades VP5* y VP8* de la proteína VP4 de 
Rotavirus  
7.7.1 Subclonación de la subunidad VP5* en el plásmido pET28 a (+) 
Identificada la secuencia de la región de VP4 que codifica para VP5* por ensayo 
de restricción, PCR y secuenciación se procedió a subclonar esta región en el plásmido de 
expresión pET28 a (+). Las clonas con los plásmidos pET28 a (+) y el plásmido pGEM-
T/VP5* fueron cultivadas en medio LB con Kanamicina y Ampicilina respectivamente 
Figura 19. Análisis de identificación in-silico de dominios transmembranales de la subunidad VP5* de 
rotavirus de la muestra 532 
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por 16 horas a 37°C, después el DNAPlasmidico fue purificado y cuantificado por nanodrop 
(Figura 20). Para el ensayo de Sublonación ambos plásmidos fueron sometidos a una 
digestión doble durante 1 hora a 37°C empleando las enzimas de restricción BamHI/SalI 
para posteriormente sitio dirigir el inserto del plásmido de clonación al plásmido de 
expresión (Figura 21). 
 
 
 
 
 
Figura 20. Purificación de plásmidos pGEM-T/VP5* y peT28 (a). Carril 1: Muestra pGEM-T/VP5*-532; 
Carril 2: Muestra pGEM-T/VP5*-623; Carril 3: Muestra pGEM-T/VP5*-217; Carril 4: Muestra pGEM-
T/VP5*-216; Carril 5: Muestra pET 28(a). 
Figura 21. Análisis de digestión doble del plásmido pGEM-T/VP5*-532 y peT28 (a) con las enzimas 
BamHI y SalI. Carril 1: Marcador de pares de base (MPB) HyperLadder I; Carril 2: Control pET28 (a) sin 
digerir); Carril 3: pET28 (a) (digerido); Carril 4: Muestra pGEM-T/VP5*-532 (sin digerir); Carril 5 y 6: 
Muestra 532 (digerido); Carril 7 y 8; Muestra 623 (digerido). 
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Posteriormente los productos de digestión (plásmido pET28 a (+) lineal con 
extremos cohesivos e inserto de VP5* con extremos cohesivos) fueron purificados y 
consecutivamente ligados (Figura 22). 
 
 
Después de un periodo de 16 horas a 4°C se transformaron bacterias E. coli DH5α 
calcio competente con el plásmido pET/VP5* obteniendo a las 16 horas clonas resistentes 
a Kanamicina (Figura 23).  
 
 
Figura 22. Productos de digestión doble de los plásmidos pET28 (a) y pGEM-T/VP5*-532 purificados. 
Carril 1: Marcador de pares de base (MPB) HyperLadder I; Carril 2: Control pET28 (a) sin digerir); Carril 
3: pET28 (a) (digerido); Carril 4: Muestra VP5*-532. 
Figura 23. Bacterias E. coli DH5α transformadas con la reacción de ligación del plásmido pET28 (a) y 
el inserto de la subunidad VP5* en medio LB/KANAMICINA. 
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Posteriormente se procedió a purificar el DNAPlasmidico mediante lisis alcalina (Figura 24).  
               
 
Finalmente fue analizado mediante un ensayo de PCR VP5F/VP5R (Figura 25). 
 
 
 
Figura 24. Purificación de DNAPlasmidico de bacterias E. coli DH5α transformadas con el 
plásmido pET/VP5*. Carril pET28 (a) sin inserto 1: Carril 2: Clona 1 pET/VP5*; Carril 3: Clona 2 
pET/VP5*; Carril 4: Clona 3 pET/VP5*; Carril 4: Clona 4 pET/VP5*. 
Figura 25. PCR de confirmación del inserto VP5* en el plásmido de expresión pET28 (a). Carril 1: 
Marcador de pares de base (MPB) HyperLadder I; Carril 2: Clona 1 pET/VP5*; Carril 3: Clona 2 pET/VP5*; 
Carril 4: Clona 3 pET/VP5*; Carril 5: Clona 4 pET/VP5*. 
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7.7.2 Expresión de la subunidad VP5* de rotavirus  
Bacterias E. coli BL21 (DE3) fueron transformadas utilizando el plásmido pET/VP5*. 
Una vez obtenidas las clonas resistentes a Kanamicina, se realizó una purificación de 
DNAPlasmidico. El DNA purificado fue sometido a una PCR para confirmar la presencia del 
plásmido en esta cepa de bacterias. Posteriormente se activaron bacteria E. coli BL21 
(DE3) pET/VP5* positivas durante toda la noche a 37°C en caldo LB/Kanamicina. Al día 
siguiente se agregaron 400 µg/mL de pellet de bacterias en 100 mL de caldo 2XYT-
Glucosa 2% pH 7 durante 2 horas a 37°C/250 rpm. Transcurrido el tiempo de incubación 
se tomaron 10 mL del cultivo sin inductor, inmediatamente se agregó IPTG (inductor) a 
una concentración final de 1mM, después se incubo durante 4 horas a 37°C/ 250 rpm, 
transcurrido el tiempo de incubación el cultivo fue almacenado a 4°C durante toda la 
noche. Al día siguiente las bacterias fueron lisadas mediante un método químico 
(Lisozima) y un método físico (Sonicación). El lisado bacteriano se resuspendió en urea 
8M, para después analizarse mediante un SDS-PAGE, para confirmar la presencia de la 
VP5* recombinante (VP5*r) (Figura 26).  
7.7.3 Análisis antigénicos de lisados de bacterias con la subunidad VP5 
recombinante 
Una vez obtenidos los lisados con la rVP5*
 
se analizaron mediante un Western-
blot para confirmar la identidad de la subunidad, utilizando un anticuerpo monoclonal 
dirigido contra la subunidad VP5* y a la par anticuerpos policlonales inducidos contra la 
cepa de la vacuna Rotateq. Una vez revelada la membrana, la inmunodetección se observó 
una banda de 62.01 KD la cual corresponde a la subunidad VP5* de rotavirus (Figura 27). 
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Figura 26. Expresión de la subunidad VP5* de rotavirus en E. coli BL 21 (DE3) en medio 2XYT-Glu 2%. 
A) Curva de inducción de la subunidad VP5* de Rotavirus. B) Análisis densitométrico de la curva de 
inducción de la subunidad VP5*. 
Figura 27. Análisis antigénico de los lisados de E. coli BL 21 (DE3) con rVP5*. 
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7.7.4 Purificación de la subunidad VP5* de rotavirus 
Para la purificación de la proteína VP5*r se realizó empleando los lisados de 
bacterias/ VP5*r. Una vez realizada la electroforesis de los lisados, se tiñeron los geles con 
azul de coomassie. Identificada la banda correspondiente al tamaño esperado y de mayor 
intensidad en comparación con lisado no inducido fue cortada del gel. Esta banda fue 
electroeluida y precipitada con acetona al 80% (Figura 28).  
 
 
La banda electroeluida fue suspendida en buffer binding/Urea 8M. La VP5*r 
purificada fue cuantificada mediante un ensayo turbidimetrico a base de azul de comassie 
utilizando como calibrador de concentración albumina obteniendo una concentración de 
90.07 µgr/mL (Figura 29).  
 
 
Figura 28. Precipitación y análisis de la subunidad rVP5* purificada mediante electroelución. 
Figura 29.  Curva estándar para la cuantificación de la subunidad rVP5* por turbidimetría. 
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7.8 Evaluación de anticuerpos policlonales contra la subunidad VP5* de rotavirus 
La inducción de anticuerpos policlonales anti-VP5*r se realizó en un modelo 
murino de la línea Bal/C en un ratón macho de 4 semanas de edad. Los sueros policlonales 
obtenidos fueron evaluados mediante un ELISA indirecto obteniendo un título de trabajo 
de hasta 1:4000 (Figura 30). 
 
 
Una vez determinada la reactividad de estos anticuerpos se procedió a realizar un Western-
Blot y un dot blot con estos anticuerpos el cual mostró reactividad especifica de la rVP5*
 
en el reconocimiento de la subunidad purificada. De igual forma fueron evaluados 
anticuerpos monoclonales anti-VP5* y anti-6 HIS Tag para la caracterización antigénica 
de la proteína purificada (Figura 31).  
7.9 Análisis de reactividad de anticuerpos policlonales anti-Rotavirus Wa, anti-VP8* 
P[8], anti-VP5* P[8] en rotavirus circulantes en la cd de Chihuahua 
Una placa de poliestireno para EIA fue sensibilizada con anti-∆RV a una dilución 
de 1:2000, 1:2500 y 1:3000 por duplicado en buffer de carbonatos pH 9.6 durante toda la 
noche a 4°C. Al día siguiente de la incubación se emplearon diferentes muestras de 
Figura 30.  Curva de titulación de anticuerpos anti rVP5* mediante ELISA indirecto. 
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rotavirus positivas por PAGE y RT-PCR, empleando como control negativo una muestra 
negativa por estos ensayos. La reactividad por anti-∆RV no mostró diferencias entre las 
diferentes diluciones (Figura 32) 
 
 
 
 
Figura 31.  Análisis antigénico de la subunidad rVP5*. 
Figura 32.  Evaluación del anticuerpo de captura ∆RV mediante ELISA indirecto tipo HADAS. 
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Una vez determinada la dilución de trabajo del anticuerpo de captura del sistema 
de ELISA se indujo la subunidad VP8* genotipo P[8] a partir del plásmido pET-28/VP8* 
en bacterias BL21 (DE3). Mediante una curva de inducción se determinó que a partir de 
la 3 hora de inducción se alcanzó su máximo umbral de expresión (Figura 33).  
 
 
Una vez determinado el tiempo de inducción se procedió a purificar la subunidad 
mediante una columna de afinidad (Figura 34).  
 
 
Figura 33.  Análisis de expresión de la subunidad VP8*. A) Curva de inducción de la subunidad VP8*. 
B) Análisis de densitometría de la curva de inducción de la subunidad VP8*. 
Figura 34.  Análisis de la rVP8* de rotavirus. A) SDS-PAGE de fracciones de rVP(* purificadas por 
cromatografía de afinidad. B) Análisis de densitometría de las fracciones purificadas de rVP8* por 
cromatografía de afinidad. 
A) B) 
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Las muestras de rotavirus obtenidas de la coproteca fueron analizadas por 
duplicado mediante un ELISA tipo HADAS, seleccionando los controles negativos 
muestras que fueron colectadas en temporadas diferentes y que mostraran reactividad 
negativa por estos anticuerpos (Figura 35). 
 
Las 98 muestras seleccionadas fueron evaluadas mediante la combinación de 
anticuerpos anti-Rotavirus Wa/anti-∆RV y anti-VP8*-P[8]/anti-∆RV como se describió 
anteriormente en la metodología, empleando como control un lisados de células Ma-104 
por Rotavirus y la subunidad VP8* recombinante purificada (Figura 36).  
 
 
Figura 35.  Selección de muestras control negativo para los ensayos de ELISA. 
Figura 36.  Grafica representativa de la reactividad de anticuerpos anti-Wa y anti-VP8* en muestras 
de campo. 
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Las muestras analizadas mostraron una reactividad de 92.8 % con los anticuerpos 
anti-Rotavirus Wa, mientras que en el análisis con anticuerpos anti-VP8*-P[8] solo se 
identificó un 69.4 % de reactividad (Tabla 2).  
 
  Una vez determinadas las variaciones antigénicas entre cepas de rotavirus con el 
mismo genotipo, se seleccionaron al azar diferentes muestras para evaluar su reactividad 
con anticuerpos inducidos contra la subunidad VP5*. Los anticuerpos anti-rVP5* 
mostraron reactividad por diferentes muestras de rotavirus, así como por la cepa vacunal 
Rotateq (Figura 37).  
 
 
Figura 37.  Análisis de reactividad en muestras de campo con los diferentes anticuerpos. 
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8. DISCUSIÓN 
 
 
Rotavirus fue reconocido como un patógeno importante de gastroenteritis en niños 
menores de 5 años a partir de 1973 (Bishop et al., 1973). Posteriormente, estudios de 
epidemiologia molecular en base a los antígenos de superficie VP7 y VP4 han clasificado 
a este virus en una nomenclatura dual, identificando múltiples combinaciones de los 
genotipos G/P respectivamente (Matthijnssens et al., 2011). A pesar de la gran 
variabilidad de este patógeno, las combinaciones de genotipos G1P[8], G2P[4], G3P[8], 
G4P[8], G9P[8] son frecuentemente identificados en la población infantil  y en menor 
extensión el genotipo G12P[8] (Hungerford et al., 2016; Mandile et al., 2014; Mijatovic-
Rustempasic et al., 2014). En el presente trabajo los genotipos P[8] y P[4] fueron 
detectados en más del 90% de las muestras, indicando la misma prevalencia de estos 
genotipos alrededor del mundo (Tate et al., 2016). Una vez identificada la distribución de 
genotipos en la población infantil, estudios de vigilancia epidemiológica se han enfocado 
en evidenciar entre las cepas circulantes y las cepas vacunales las mutaciones en los sitios 
antigénicos reportados en las proteínas de superficie con el fin de predecir el posible 
impacto de los cambios que pudieran tener alteraciones en la protección generada por la 
vacunación (Kulkarni et al., 2014; Steyer et al., 2014; Afrad et al., 2012; Alam et al., 
2012). En México, dos vacunas Rotarix (Monovalente) y Rotateq (Pentavalente) han sido 
empleadas a partir del 2006, siendo Rotateq la que actualmente se encuentra dentro del 
programa de salud mexicano (Patel et al., 2013). Diferentes estudios indican que la cepa 
prototipo Wa posee las mismas características antigénicas que la cepa vacunal Rotarix, la 
cual se empleó en el sistema de vacunación durante el periodo de colecta en este proyecto 
(Dennehy, 2008, Wen et al., 2015).  En base a esta información, se evaluó la reactividad 
de anticuerpos policlonales contra la cepa completa de Rotavirus Wa, el reconocimiento 
de rotavirus circulantes en la población infantil. En el presente trabajo, fue posible 
identificar la reactividad homotípica y heterotípica de rotavirus con genotipos P[8] y P[4] 
utilizando los anticuerpos anti-Rotavirus Wa. Estos resultados se correlacionan con 
estudios realizados en Asia, donde anticuerpos policlonales anti-Rotavirus SA-11 
detectaban cerca del 90% de los rotavirus presentes en las muestras analizadas (Ali et al., 
2008). Sin embargo, nuestros resultados muestran que cepas circulantes, incluso con el 
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mismo genotipo no son reconocidos por anticuerpos inducidos contra cepas completas. 
En este sentido, cinco de las siete muestras con reactividad negativa mostraron el mismo 
genotipo de la cepa Rotavirus Wa. Estudios moleculares han mostrado que el gen 4 de 
rotavirus presenta la mayor variabilidad de genotipos en comparación con los otros genes 
del virus, identificándose a la fecha 38 genotipos P (Fujii et al., 2016). La proteína VP4 
de rotavirus codificada por este gen, es activada por un corte proteolítico generado por la 
tripsina, este corte produce dos subunidades proteicas; VP8* (extremo amino) y VP5* 
(extremo carboxilo) (Estes and Greeenberg, 2003). Basándose en esto, diversos estudios 
se han enfocado en determinar las regiones de VP4 capaces de inducir anticuerpos con 
estas características. Actualmente, nueve sitios antigénicos capaces de inducir anticuerpos 
neutralizantes han sido caracterizados, identificándose cuatro epitopes en la subunidad 
VP8* (8-1 to 8-4) y cinco en la subunidad VP5* (5-1 to 5-5) (Dormitzer et al., 2002; 
Dormitzer et al., 2004).  En base a esto, se realizó un análisis de secuencia de la subunidad 
VP8* identificándose la mayoría de las sustituciones de aminoácidos entre la posición 106 
y 199 siendo esta región donde se encuentra el epitope más expuesto de esta subunidad 
(8-3). Esos resultados están acorde a otros reportes que muestran que la mayoría de las 
mutaciones se encuentran en este epitope cuando son comparadas con las cepas vacunales 
(Kulkarni et al., 2014, Steyer et al., 2014, Afrad et al., 2012, Alam et al., 2012, Bucardo 
et al., 2012, Hemming and Vesikari, 2013, Mc Donals et al., 2012, Medici et al., 2014, 
Morozova et al., 2015, Shintani et al., 2012). Sin embargo, en el análisis de la secuencia 
entre cepas de rotavirus P[8] con reactividad positiva y negativa por estos anticuerpos, se 
identificó un cambio de aminoácidos (T113N/D) en el epitope 8-3. Este cambio de 
reactividad entre rotavirus circulantes con genotipo P[8] pudiera estar involucrado a nivel 
estructural y generar un cambio en la reactividad por anticuerpos. Debido a esto se 
procedió a evaluar anticuerpos policlonales anti-VP8*-P[8] con las muestras de rotavirus. 
Este análisis mostró un 69.4% de reactividad en las cepas analizadas, indicando una 
reactividad homotípica y heterotípica detectando cepas tanto con genotipo P[8] como 
genotipo P[4], sin embargo, nuevamente,  muestras de genotipo P[8] mostraron una 
reactividad negativa por estos anticuerpos. En el análisis comparativo en la secuencia de 
la subunidad VP8* entre muestras negativas y positivas por la capacidad de ser 
reconocidas por anticuerpos anti-VP8*-P[8]  se observó una identidad del 100% entre la 
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secuencia deducida de aminoácidos ellas. Observando estos resultados se procedió a 
determinar la secuencia de aminoácidos en la subunidad VP5* entre las muestras que 
mostraran reactividad positiva o negativa por anticuerpos anti-VP8*-P[8] y que tuvieran 
la misma secuencia de aminoácidos en VP8*. Una vez obtenidas las secuencias de la 
subunidad VP5* de las diferentes muestras, el análisis identifico solo dos cambios (T515N 
y I543N) en el extremo carboxilo de la subunidad VP5* los cuales podrían estar 
relacionados con la variación de la reactividad por anticuerpos anti-VP8*-P[8], esto 
debido, a la posible implicación de un cambio a niveles estructurales. Según esta 
información, se procedió a realizar un análisis de los 9 sitios antigénicos de la proteína 
VP4 en secuencias del gen 4 de rotavirus de diferentes partes del mundo obtenidas del 
GenBank, en el cual se determinó que en los epitopes de VP5* con capacidad de inducir 
anticuerpos neutralizantes se encuentran conservados en más del 93%. Por lo tanto, en 
este estudio se procedió a inducir anticuerpos policlonales contra la subunidad VP5* y asi 
evaluar su reactividad en cepas de campo. Es por ello que la secuencia de la subunidad 
VP5* de rotavirus fue expresada en el plásmido pET-28 (a) para la producción de 
anticuerpos policlonales y poder evaluar su reactividad con muestras de rotavirus 
circulantes. Esta subunidad ha sido expresada en E. coli para determinar sus funciones en 
el ciclo de replicación, su estabilidad antigénica a diferentes rearreglos durante la entrada 
a la célula, así como determinar su antigenicidad heterotípica y homotípica en cepas de 
referencia (Moreno et al., 2013, Greenberg, 2016). Sin embargo, ha sido poco explorada 
en determinar su reactividad con cepas circulantes en la población infantil. En este estudio, 
la expresión de esta subunidad en el plásmido pET 28 (a) alcanzó un aumento del 12% de 
proteína total en comparación con el lisado no inducido, cuando fue expresada en medio 
2XYT-Glucosa 2%-IPTG 1mM, a diferencia de reportes anteriores que reportaron un 
aumento de un 6% de proteína total en los lisados celulares (Dennisova et al., 1999, 
Dowling et al., 2000, Moreno et al., 2013). Una vez expresada la subunidad VP5* y 
evaluada con anticuerpos específicos del virus, se implementó el método de 
electrolución/precipitación con acetona al 80% para la purificación de la proteína y 
finalmente inducir los anticuerpos policlonales en un modelo murino. La reactividad de 
los anticuerpos policlonales anti-VP5* fue evaluada con la cepa de Rotavirus Wa por 
ELISA y posteriormente evaluada su reactividad mediante Dot-ELISA y Western Blot. 
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Una vez determinada su reactividad por la cepa de referencia, el reconocimiento de los 
rotavirus circulantes mostró una reactividad positiva por muestras de genotipo P[8] y P[4], 
así como con la cepa vacunal Rotateq, lo cual está relacionado con diferentes estudios 
antigénicos que demuestran que los principales epítopes de reactividad cruzada se 
encuentran en esta subunidad (Yoder et al., 2006). Sin embargo, una de las muestras 
positivas por anticuerpos anti-VP8* no mostró reactividad por anticuerpos anti-VP5*. 
Esta información indica la necesidad de realizar un monitoreo completo de reactividad 
por anticuerpos policlonales anti-VP5* y anti-VP4 en muestras de rotavirus circulantes. 
Lo anterior debido a que cepas vacunales y de referencia tuvieron reactividad por 
anticuerpos policlonales anti-VP5*, además de que estudios anteriores a base de 
anticuerpos monoclonales identificaron la mayoría de sitios de reactividad cruzada con 
actividad neutralizante en esta subunidad, sin embargo, no fueron evaluados en cepas de 
rotavirus circulantes (Greeenberg, 2016).  Finalmente, en base a estos resultados, el 
análisis de variación entre las secuencias de la proteína VP4 revelaron cambios de 
aminoácidos en otras regiones que se encuentran fuera de los nueve dominios antigénicos 
mencionados. Lo cual remarca la importancia de analizar las diferentes mutaciones no 
sinónimas en la secuencia de VP4 ya que la reactividad por anticuerpos podría variar 
incluso entre cepas de rotavirus con el mismo genotipo debido al impacto antigénico de 
un solo cambio de aminoácidos en la proteína completa (Kobayashi et al., 1990). Por lo 
tanto, es importante extender los estudios de variabilidad genético/antigénico entre cepas 
de rotavirus circulantes con el mismo genotipo, para poder establecer el posible papel de 
residuos superficiales o de interacción como N/D/S/T en la subunidad VP8* o en la 
subunidad VP5* y residuos con implicaciones en la evasión del reconocimiento por 
anticuerpos, que por consecuencia generen cepas de rotavirus circulantes que escapen a la 
neutralización generada por la vacunación en la población infantil. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
54 
 
9. CONCLUSIONES 
 
 
Genotipos de Rotavirus P[8] y P[4] prevalecen en más del 95% entre las muestras 
analizadas. 
 
Rotavirus de campo pueden ser detectados en un 92.8% de manera homotípica y 
heterotípica por anticuerpos producidos contra cepas de Rotavirus con genotipo G1P[8]. 
 
Cepas de rotavirus circulantes podrían no ser reconocidos por anticuerpos dirigidos contra 
cepas completas del mismo genotipo. 
 
La mayoría de las mutaciones de la subunidad VP8* entre las cepas de rotavirus analizadas 
se encuentran en el epitope 8-3 de la proteína VP4. 
 
Cambios genéticos en T113N/D de la proteína VP4 podría estar relacionado con la 
reactividad de anticuerpos policlonales inducidos por la vacunación. 
 
Cepas de rotavirus idéntica en la subunidad VP8* muestran variación en la reactividad 
por anticuerpos específicos de genotipo P[8]. 
 
Anticuerpos policlonales anti-VP5* muestran reactividad positiva tanto por cepas de 
rotavirus circulantes como por cepas vacunales. 
 
Cambios genéticos en el extremo carboxilo de la subunidad VP5* de rotavirus podrían 
estar relacionados con la emergencia de cepas circulantes que escapan al reconocimiento 
por anticuerpos. 
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10. PERSPECTIVAS 
 
1. Evaluar anticuerpos policlonales anti-Rotateq, anti-VP4 y anti-VP7 en muestras 
de rotavirus circulantes. 
 
2. Determinar el efecto de las mutaciones de rotavirus de la subunidad VP5* en la 
reactividad de anticuerpos. 
 
3. Evaluar la incidencia de mutaciones en los principales dominios antigénicos de la 
proteína VP4 y VP7 de muestras circulantes en la población infantil actualmente. 
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